Utilização de sondas N25 e TUPLE1 para detecção da microdeleção 22q11.2 by Vieira, Cláudia Mariana de Sousa
 Universidade de Aveiro  
2008 
Departamento de Química 
Cláudia Mariana 
de Sousa Vieira 
 
Utilização de sondas N25 e TUPLE1 para detecção 
da microdeleção 22q11.2 
 
 
   
  
 Universidade de Aveiro  
2008 
Departamento de Química 
Cláudia Mariana 
de Sousa Vieira 
 
Utilização de sondas N25 e TUPLE1 para detecção 
da microdeleção 22q11.2 
 dissertação apresentada à Universidade de Aveiro para cumprimento dos 
requisitos necessários à obtenção do grau de Mestre em Métodos 
Biomoleculares, realizada sob a orientação científica do Prof.  Doutor  António 
Calado, Professor Auxiliar do Departamento de Biologia da Universidade de 
Aveiro, e da Drª Maria Manuela Freitas, Assistente Principal da Carreira 
Técnica Superior de Saúde – Ramo de Genética do Centro de Genética Médica 
Jacinto de Magalhães. 
 






























Maria do Rosário Gonçalves Reis Marques Domingues 
Professora Auxiliar do Departamento de Química da Universidade de Aveiro  
 
 
José Alberto Ramos Duarte 
Professor Catedrático da Faculdade de Desporto da Universidade do Porto 
 
 
Doutor António José de Brito Fonseca Mendes Calado 



























Agradeço a todos aqueles que, de alguma forma, me apoiaram na realização 
deste trabalho e tornaram possível a sua concretização, o meu sincero 
agradecimento. 
Ao Professor Doutor António Calado agradeço todos os ensinamentos, críticas 
e sugestões que dispensou ao longo deste trabalho. 
À Dr.ª Maria Manuela Mota Freitas, minha co-orientadora, pelo facto de me ter 
apoiado e orientado durante o meu trabalho. 
À Dr.ª Mafalda Barbosa e ao Dr. João Silva, gostaria de agradecer por todo o 
apoio e colaboração. 
Aos meus colegas da Unidade de Citogenética, do Centro de Genética Médica  
Jacinto de Magalhães, muito obrigada. 
Ás minhas colegas do mestrado, recordo e agradeço os bons momentos 
passados, o companheirismo e amizade que se gerou no decurso desta etapa 
tão importante das nossas vidas. 
Aos meus amigos, pela ajuda, amizade e compreensão. 

























O presente estudo procurou uma base experimental que fundamentasse uma 
relação genótipo e fenótipo da síndrome de microdeleção 22q11.2, usando 
para tal a técnica FISH, através de duas sondas distintas TUPLE1 e N25. Os 
resultados apontam que a taxa de detecção da análise FISH usando ambas as 
sondas tende a ser equivalente, ou seja, os resultados da análise FISH, 
utilizando a sonda N25, confirmaram a detecção negativa da síndrome de 
microdeleção 22q11.2 para as amostras biológicas já consideradas 
anteriormente negativas, aquando da sua testagem com a sonda TUPLE1. A 
mesma confirmação de resultados aconteceu também quando se testaram as 
amostras diagnosticadas como positivas para a síndrome de microdeleção 
22q11.2. No entanto, defende-se que a utilização de uma única sonda pode 
não ser suficientemente sensível para detectar pequenas deleções (<40 Kb) 
dentro da região 22q11.2. Por outro lado, os traços fenotípicos que parecem 
ser melhores indicadores da possível detecção positiva do síndrome de 
microdeleção 22q11.2 são as disformias faciais, os atrasos mental e 





























This study tries to find an experimental basis to confirm a link genotype and 
phenotype of the microdelection 22q11.2 syndrome, using the technique FISH, 
by two different probes TUPLE1 and N25. The results indicate that the rate of 
detection of FISH analysis using both probes tends to be equivalent, in another 
words the results of FISH analysis, using the N25 probe, confirmed the 
negative detection of microdelection 22q11.2 syndrome for biological samples 
already considered negative, when they are testing with the probe TUPLE1. 
Same results are confirmed with positive samples. However, it appears that the 
use of a single probe cannot be enough sensitive to detect small deletions (<40 
Kb) within the 22q11.2 region. Moreover, the phenotypic traits that seem to be 
better indicators of possible positive detection of microdelection 22q11.2 
syndrome are unsightly facial, mental and psychomotor delays, congenital 
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1. Perspectiva teórica 
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1.1 Contextualização científica: Citogenética humana 
A Genética médica é o ramo da genética que estuda os mecanismos da 
transmissão hereditária e da expressão génica aplicados à patologia humana 
(Regateiro, 2003).  
A área de intervenção da Genética médica é muito vasta, incorporando 
diversas disciplinas e sub-disciplinas científicas, como a avaliação diagnóstica 
(citogenética, molecular e bioquímica), a investigação clínica, a farmacogenética 
e as ciências forenses (Astbury, 2008). 
A Citogenética humana, corresponde ao ramo da genética que tem como 
objectivo a análise do material genético ao nível celular, ou seja, o número e a 
estrutura dos cromossomas que existem em cada uma das células humanas. Os 
cromossomas são os componentes celulares responsáveis pela transmissão dos 
caracteres genéticos, não só durante as sucessivas divisões celulares de um 
organismo mas também de geração em geração.  
O estudo cromossómico é realizado através do cariótipo, que consiste no 
arranjo sistemático dos cromossomas, de acordo com uma nomenclatura 
internacional (ISCN), tendo em conta o número, o tamanho, a posição do 
centrómero e o padrão de bandas de cada um deles (Mitelman, 1995). Durante o 
ciclo celular é na metafase que os cromossomas atingem o grau de condensação 
óptimo, tornando-se visíveis e sendo assim possível analisá-los e identificá-los 
facilmente. Por esta razão, são realizadas culturas para que, após estimulação da 
divisão celular se atinge o estado de metafase e se possam estudar os 
cromossomas. 
 A Citogenética assume, assim, um papel fundamental no 
desenvolvimento científico na área da genética, consubstanciando-se como um 
meio privilegiado na descoberta, investigação e diagnóstico de doenças 
genéticas (Lawce et al., 1997). 
A Citogenética humana associou-se, na década de 80, à Biologia 
molecular emergindo desta ligação uma nova área de estudo: a Citogenética 
molecular. Esta nova área científica teve como repercussão emergente o 
desenvolvimento e implementação da técnica de hibridização in situ por 
fluorescência (FISH), que tem como objectivo além da detecção de anomalias em 
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sequências específicas de ácido desoxirribonucleico (DNA), a sua localização no 
cromossoma (Regateiro, 2003). Esta técnica possibilita uma maior precisão e 
sensibilidade na identificação de anomalias cromossómicas (Mitelman, 2005; 
Lawce et al., 1997). 
A utilidade e validade da técnica da FISH é de tal forma relevante, que 
levou alguns autores a considerá-la como o avanço tecnológico com maior 
significado na Citogenética humana (Mitelman, 2005; Rooney et al., 1997). É uma 
técnica que apesar de ser dirigida a um cromossoma, complementa 
significativamente o estudo citogenético, não substituindo, no entanto, a 
realização do cariótipo. A sua execução é considerada relativamente simples, 
apesar de a análise e interpretação dos seus resultados implicar já profundos 
conhecimentos teóricos, de forma a validar correctamente os dados recolhidos 
(Lawce et al., 1997). 
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1.2 Hibridização  
Considera-se hibridização a ligação de sequências unicatenares de 
ácidos nucleicos (DNA ou RNA) através da complementariedade de bases, que 
dá origem a uma molécula bicatenar (de dupla cadeia), que pode ser um híbrido 
de DNA/DNA, DNA/RNA e RNA/RNA (Regateiro, 2003). 
Dos progressos científicos mais relevantes na área da Engenharia 
genética e da Biologia molecular, é de destacar a hibridização de DNA como um 
marco de referência para a Citogenética molecular. 
 
1.2.1 Hibridizaçao in situ 
A hibridização in situ emerge da interacção das contribuições científicas 
da Biologia celular, da Citogenética e da Genética molecular. É um método pelo 
qual uma sonda marcada de DNA ou de RNA detecta uma sequência 
nucleotídica por ligação complementar, em cortes de tecidos, esfregaços de 
células ou em cromossomas (Spectror et al., 1998 cit in Sponchiado et al., 2005). 
Uma vez que a resolução é considerada relativamente boa 
(aproximadamente 12 x 107 pares de bases), pode ser determinada a localização 
exacta de uma sequência no cromossoma correspondente.  
 
1.2.1.1 Breve introdução histórica 
A utilização da técnica de hibridização in situ remonta aos finais dos anos 
60, quando Gall e Pardue descrevem a hibridização de sondas de DNA 
radioactivas com sequências repetitivas de cromossomas de rato e Drosophila 
(Montgomery et al., 1997). 
Por volta de 1970, esta técnica foi também aplicada para localizar 
sequências repetitivas no genoma humano, nomeadamente sequências de DNA 
satélite nas regiões heterocromáticas dos cromossomas (Mattei et al., 1985). 
Nesta época, diversos laboratórios recorreram a esta técnica de hibridização in 
situ isotópica, para localizar não só sequências repetitivas de DNA no genoma 
humano, mas também sequências únicas nos cromossomas politénicos de outras 
espécies.  
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Inicialmente as sondas de ácidos nucleicos eram marcadas 
isotopicamente e detectadas após hibridização por autoradiografia. Entretanto, 
desenvolveram-se técnicas de hibridização in situ não isotópicas para substituir o 
uso de sondas radioactivas, que se baseiam na introdução de uma molécula 
intermediária – hapteno – ligada ao DNA da sonda, que será posteriormente 
detectada por anticorpos específicos (Hopman et al., 1992).  
São vários os factores que contribuem para que as técnicas não 
isotópicas sejam hoje mais frequentemente utilizadas, quando comparadas com 
as isotópicas. Na verdade, as primeiras são consideradas mais rápidas, mais 
sensíveis e de execução mais fácil (Philip et al., 1994). Além disso, permitem 
uma detecção mais minuciosa e precisa dos locais de hibridização, bem como 
uma melhor resolução topográfica, já que possibilitam melhorar e amplificar os 
sinais de hibridização através de sistemas de análise de imagem ligados ao 
microscópio (Mikkelsen et al., 1992). Acresce ainda que estas técnicas permitem 
detectar simultaneamente, na mesma célula, diferentes sondas ligadas a 
haptenos distintos, obtendo-se assim uma boa resolução entre dois sinais de 
marcação diferentes, como por exemplo o isotiocianato de fluoresceína (FITC), 
que emite sinais fluorescentes verdes em combinação com a rodamina (TRITC) 
ou Texas Red (TR), que emitem sinais vermelhos (Rooney et al., 1997). É ainda 
possível utilizar vários fluorocromos na marcação de sondas diferentes, 
permitindo a detecção multicolor simultânea. Uma outra vantagem prende-se com 
a maior estabilidade química das sondas não isotópicas (Hopman et al., 1992). 
Uma mais-valia acrescida é a existência de kits comerciais, não só de sondas 
directamente marcadas, mas também de reagentes para a fluorescência, dotando 
esta técnica de um maior índice de segurança, associado a uma maior facilidade 
de execução.  
Nesta perspectiva, não será de estranhar o facto de actualmente se notar 
um claro privilégio das técnicas não isotópicas, tanto na investigação, como no 
diagnóstico clínico. Alguns autores referem mesmo que o maior avanço na 
Citogenética humana, desde a publicação do ISCN (1985) se consubstancia no 
desenvolvimento e implementação de uma variabilidade de técnicas de 
hibridização in situ não isotópicas, não só para detectar (Lichter et al., 1990), mas 
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também para quantificar (Kallioniemi et al.,1992) sequências específicas de DNA, 
localizando-as nos locais cromossómicos concretos. 
O presente estudo debruça-se sobre o caso particular das sondas de 
marcação directa. 
 
1.2.2 Hibridização in situ por fluorescência (FISH) 
O princípio da hibridização in situ por fluorescência será, de seguida, 
descrito e ilustrado de acordo com Passarge (2004) (Figura1). As células em 
metafase ou interfase são fixadas em lâminas e desnaturadas para converter o 
filamento duplo de DNA (Figura 1.a) em DNA de filamento simples (2). A 
preparação metafásica ou interfásica é, então, hibridizada (3) com sequências de 
DNA que são complementares ao segmento de interesse e que tenham sido 
marcadas com biotina (um exemplo de uma molécula intermediária (hapteno) 
enzimática que possibilita a detecção por anticorpos específicos dos segmentos 
marcados) (1.b). O local de hibridização torna-se visível por meio de um anticorpo 
primário contra a biotina; este mesmo anticorpo está ligado a um fluorocromo (4), 
por exemplo o FITC. Uma vez que o sinal primário é muito fraco, é fixado um 
anticorpo secundário (por exemplo, avidina) ligado à biotina (5). Um anticorpo 
primário adicional pode então estar fixado ao anticorpo secundário (6), o que 
amplifica o sinal, sendo demonstrado pelo brilho fluorescente ao microscópio de 
fluorescência (Passarge, 2004). 
 
 
Figura 1 - Princípio de hibridização in situ (Fonte: Passarge, 2004) 
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A técnica da FISH distingue-se pela sua capacidade de realizar uma 
marcação fluorescente de sondas de DNA que hibridizam com a sequência de 
DNA genómico (Mcneil et al., 2000 cit in Sponchiado et al., 2005).  
Nesta técnica, os segmentos de DNA ou RNA, quimicamente 
modificados, são utilizados como sondas e reconhecem especificamente, num 
único par cromossómico (chromosome specific probe ou CSP), regiões 
específicas, tais como: centrómero (DNA alfa satélite), telómeros, ou um locus 
específico. O comprimento individual das sondas pode variar de poucos pares de 
bases (oligonucleotídeos sintéticos) até segmentos superiores a 1Mpb (YACs -
cromossomas artificiais de leveduras). As sondas que contêm elementos 
repetitivos, usadas para detectar regiões heterocromáticas e centroméricas de 
cromossomas individuais, são particularmente úteis na investigação de 
alterações cromossómicas numéricas. O grande tamanho do alvo proporciona 
uma detecção eficiente e permite a análise rápida. Já as sondas de cópia única 
podem ser clonadas em diferentes sistemas vectores (plasmídeos, fagos, 
cosmídeos, BACs (cromossomas artificiais de bactérias) e YACs) que permitem 
variações no tamanho da inserção de 100pb até 1Mpb (Rogatto et al., 2000). 
Actualmente, é possível localizar em todos os cromossomas sequências 
específicas através desta técnica, permitindo a sua rápida identificação, quer em 
mitose, quer em interfase. Permite ainda a interpretação de rearranjos 
cromossómicos e a detecção de anomalias numéricas ou estruturais. 
Segundo o ISCN (Mitelman, 2005), a técnica FISH permite à 
Citogenética, com enorme rigor, precisão e sensibilidade identificar segmentos 
cromossómicos, correlacionar estruturas cromossómicas com loci genómicos, 
revelar anomalias crípticas que não seriam detectáveis usando técnicas de 
bandas padronizadas e ainda, analisar e descrever rearranjos complexos. 
Citando Astbury (2008), “the advent of fluorescent in situ hybridization (FISH) or 
molecular cytogenetics, as it is also known, has enabled a huge advance in the 
diagnostic and prognostic capability of the clinical cytogenetic laboratory.” 
Ainda comparativamente à Citogenética convencional, acrescem outras 
vantagens associadas à necessidade de pouco material, à relativa facilidade de 
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execução, à rapidez de obtenção de resultados e à possibilidade de recorrer a 
amostras arquivadas (Trask, 1991). 
Contudo, a FISH apresenta também algumas limitações (Trask, 1991). 
Entre elas, destaca-se a sua especificidade, uma vez que apenas se detectam as 
anomalias que se pretendem procurar, não permitindo excluir anomalias nos 
cromossomas não estudados. Além disso, em casos de hibridização insuficiente 
ou inespecífica, o número de sinais pode variar na mesma amostra, o que pode 
gerar dificuldades na interpretação dos resultados e mesmo impossibilitar um 
diagnóstico seguro.  
 São estas limitações que confirmam a característica de 
complementaridade assumida pela técnica da FISH relativamente à Citogenética 
convencional, uma vez que aquela deve ser utilizada para o esclarecimento de 
dúvidas no estudo do cariótipo, obtido por técnicas convencionais, ou então 
quando há uma indicação clínica orientada da alteração a procurar (Vogel et al., 
1996; Trask, 1991). 
No sentido de ultrapassar estas limitações, têm sido efectuados esforços 
para contornar tal problema, usando simultaneamente sondas para cada um dos 
24 cromossomas diferentes (1-22, X e Y), tendo cada sonda o seu próprio 
espectro específico de comprimento de onda fluorescente. Esta técnica, 
conhecida como Spectral Karyotyping (cariotipagem espectral) ou M-FISH (FISH 
multicolor) permite obter uma excelente resolução gráfica, tendo particular 
utilidade no âmbito da citogenética do cancro. No entanto, segundo alguns 
autores (Young, 2007), tal evolução ainda não permite o grau de resolução 
proporcionado pela análise cromossómica convencional.  
 
1.2.2.1 Sondas 
As sondas são sequências de DNA ou RNA de cadeia simples e, devem 
ser complementares às sequências que se pretendem estudar. A sua selecção 
deve levar em conta critérios intimamente relacionados com o tipo de anomalia 
que se pretende investigar (Montgomery et al., 1997).  
As sondas são obtidas por clonagem em diferentes vectores: plasmídeos, 
fagos, cosmídeos, YACs ou BACs  (Trask, 1991;  Montgomery et al., 1997). 
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As diferentes sondas podem ser divididas em categorias distintas 
(Astbury, 2008): 
 Sondas de DNA satélite ou de sequências repetitivas  
 Sondas de pintura cromossómica total (painting)  
 Sondas de sequência única. 
 
As sondas de DNA-satélite são sondas que se ligam ao centrómero ou às 
regiões adjacentes aos centrómeros dos cromossomas humanos (Rooney et al., 
1997), pelo que também são denominadas sondas centroméricas. Tais sondas 
podem ser usadas para o diagnóstico pré-natal rápido de síndromes de 
trissomias autossómicas e de cromossomas sexuais.  
O DNA-satélite é composto por sequências de DNA altamente repetitivo, 
com diferente organização, abundância e complexidade, podendo estas ser 
separadas, por uma centrifugação diferencial, em várias fracções: DNA alfa-
satélite, DNA beta-satélite e DNA-satélite clássico (Rooney et al., 1997).  
O DNA alfa-satélite localiza-se nos centrómeros de todos os 
cromossomas humanos. As sondas de DNA alfa-satélite são preferencialmente 
utilizadas na análise de anomalias cromossómicas numéricas e na investigação 
de cromossomas marcadores.  
Por sua vez, o DNA beta-satélite localiza-se na heterocromatina 
pericêntrica dos cromossomas acrocêntricos, daí que as sondas de DNA beta-
satélite sejam utilizadas para identificar a origem parental de um determinado 
cromossoma. No entanto, a sua principal utilização reside na complementaridade 
de outro tipo de sondas (Rooney et al., 1997). 
O DNA-satélite clássico é constituído por sequências repetitivas curtas 
localizadas na heterocromatina pericêntrica dos cromossomas 1, 9, 15, 16 e 
braço longo do Y. As sondas de DNA-satélite clássico são também utilizadas 
para complementar outro tipo de sondas (Rooney et al., 1997). 
Estas sondas de DNA-satélite podem ser aplicadas quer em metafases 
quer em núcleos em interfase (Trask, 1991). 
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As sondas de pintura cromossómica total (painting) contêm sequências 
específicas para todo o cromossoma, podendo ser compostas por diferentes 
fragmentos de cDNA ou DNA genómico clonado. São preferencialmente 
utilizadas para o estudo de translocações, rearranjos cromossómicos e 
identificação de cromossomas marcadores em metafases (Young, 2007). A sua 
aplicação a núcleos em interfase é, no entanto, limitada, visto que, devido à 
descondensação do DNA, os domínios de hibridização não são nítidos, o que 
leva à sobreposição de sinais (Cremer et al., 1988; Rooney et al., 1997).  
 
As sondas de sequência única têm um mínimo de 1000pb que se ligam a 
uma determinada região do cromossoma. Estas sondas podem ser 
subteloméricas, de microdeleção, específicas para uma região e podem servir 
ainda para detectar rearranjos associados a cancros.  
As sondas subteloméricas possibilitam a detecção de rearranjos 
cromossómicos subtis e de microdeleções/microduplicações, que não poderiam 
ser detectadas pela análise convencional. Este procedimento permite detectar 
anomalias em cerca de 5 a 10% das crianças com atraso mental grave 
inexplicado. Estas anomalias cromossómicas submicroscópicas subtis são, por 
vezes, descritas como crípticas.  
Em geral, as sondas de sequência única são aplicadas na detecção de 
regiões específicas de um cromossoma que poderão ser úteis no esclarecimento 
de pequenas translocações, deleções, duplicações, bem como de pontos de 
quebra. Estas sondas podem ser utilizadas tanto em metafases como em núcleos 
em interfase (Rooney et al., 1997; Cremer et al., 1988; Hopman et al., 1992).  
 
1.2.2.1.1 Marcação das sondas 
Os fluorocromos mais utilizados são a FITC, que emite sinais 
fluorescentes verdes, e a TRITC e o TR, que emitem sinais vermelhos (Rooney et 
al., 1997). 
A marcação da sonda é feita por técnicas de nick translation ou random 
priming, podendo ser directa ou indirecta (Trask, 1991; Hopman et al., 1992). 
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A marcação directa consiste em incorporar um nucleótideo conjugado 
com um fluorocromo no DNA da sonda (Figura 2 A) (Trask, 1991). Este tipo de 
marcação directa apresenta a vantagem de dotar a técnica de uma maior rapidez, 
dado que torna desnecessária a fase da detecção. No entanto, manifesta uma 
menor sensibilidade quando comparada com a marcação indirecta (Trask, 1991; 
Rooney et al., 1997).  
         Por sua vez, a marcação indirecta consiste na incorporação de um 
nucleótideo conjugado com uma molécula intermediária, o hapteno, no DNA da 
sonda (Figura 2 B). O hapteno, posteriormente, é detectado por anticorpos 
específicos conjugados com fluorocromos (Trask, 1991). A detecção do hapteno 
é feita por técnicas imunocitoquímicas que utilizam anticorpos específicos (ex. 
avidina, anti-digoxigenina) conjugados com fluorocromos (Trask, 1991). 
 
 
Figura 2 - Tipos de marcação de sondas: (A) Sonda directamente marcada; (B) Sonda indirectamente marcada 
 
Estes sistemas de detecção adaptam-se às necessidades experimentais, 
podendo ser (Trask, 1991; Rooney et al., 1997): 
- Técnicas imunocitoquímicas directas – ocorre a ligação directa entre o 
hapteno e o anticorpo conjugado ao fluorocromo (Figura 3 A). Ex. biotina/avidina 
+ fluorocromo; digoxigenina/antidigoxigenina + fluorocromo. 
- Técnicas imunocitoquímicas indirectas – ocorre a ligação entre o 
hapteno e um anticorpo primário, o qual se liga a um segundo anticorpo 
conjugado com o fluorocromo (Figura 3 B). Ex. biotina/avidina/anti-avidina + 
fluorocromo. 
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1.2.2.2 Aplicações clínicas 
Actualmente, a FISH é cada vez mais aplicada na investigação e no 
diagnóstico clínico (Trask, 1991). 
 No que respeita à investigação, a FISH é particularmente usada no 
estudo do mapeamento genético, da expressão génica, da evolução do genoma, 
da mitose/meiose, da replicação celular, da topografia nuclear, entre outros. É 
ainda usada no âmbito da Biologia tumoral, da Microbiologia e da Virologia. A 
aplicabilidade da técnica da FISH ao diagnóstico clínico é particularmente notória 
nas áreas da Citogenética clínica (diagnóstico pré e pós-natal), do diagnóstico do 
cancro e de doenças infecciosas, bem como no estudo dos portadores de 
doenças genéticas (Litcher et al., 1990). No laboratório de citogenética, a FISH é 
assim usada tanto para a análise cromossómica constitucional como nos casos 
de avaliação de anomalias cromossómicas adquiridas. 
No que diz respeito à detecção de anomalias constitucionais, podemos 
destacar a fiabilidade da técnica da FISH nos seguintes casos: síndromes de 
microdeleções, rearranjos cromossómicos subteloméricos e estudos pré-natais.  
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No caso concreto das síndromes de microdeleção, existem sondas em 
kits comerciais que permitem diagnósticos definitivos para uma dada patologia, 
tais como os referidos na tabela seguinte (Astbury, 2008) que refere os 
síndromes de microdeleção mais comuns clinicamente reconhecidos. A 
aplicabilidade da prática da FISH nestes casos será posteriormente aprofundada, 
uma vez que o presente estudo se debruçará exactamente sobre este tópico. 
 
Tabela 1 - Síndromes comuns de microdelelecção ou de genes contíguos 
Síndromes comuns de microdeleção ou de genes contíguos 
Síndrome Região cromossómica 
Sondas de FISH  
(exemplos) 
Angelman 15q11.2-15q13 SNRPN, D15S10 
Miller-Dieker 17p13.3 LIS1 
Prader-Willi 15q11.2-15q13 SNRPN 
Smith-Magenis 17p11.2 
SHMTI, TOP3, FLI1, 
LLGL1 
Velocardiofacial/DiGeorge 22q11.2 TUPLE1 
Williams 7q11.2 ELN 
 
 
Por outro lado, e referente aos rearranjos cromossómicos 
subteloméricos, há que levar em linha de conta que, se estima que no máximo as 
anomalias cromossómicas estão associadas a cerca de 40% dos atrasos mentais 
graves e a 5-10% dos atrasos mentais moderados (Slavotinek et al., 1999). 
Contudo, há a consciência que muitas serão pequenas anomalias 
submicroscópicas que passam despercebidas numa análise citogenética de 
rotina. Não é possível detectar com as técnicas de Citogenética convencional 
alterações menores que 5 megabases (Mb) e mesmo alterações maiores podem 
passar despercebidas quando o padrão de bandas não é suficientemente distinto 
(Knight et al., 2000). 
A consciência destas limitações, as dificuldades técnicas em rastrear 
todo o genoma à procura de rearranjos submicroscópicos e o facto de grande 
parte destes envolverem as regiões terminais dos cromossomas (regiões  
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subteloméricas) levou a que em alternativa se desenvolvesse uma nova 
tecnologia capaz de detectar rearranjos nos telómeros dos mesmos usando 
sondas específicas dessas regiões - sondas subteloméricas para os 24 
cromossomas (1-22, X e Y). Assim, usando estas sondas subteloméricas, tem 
sido possível identificar rearranjos cromossómicos subteloméricos e 
submicroscópicos - rearranjos crípticos terminais, numa percentagem que varia 
entre os 4% e os 16%, responsáveis por atraso mental até então considerado 
idiopático (Slavotinek et al., 1999). 
Para além da detecção de rearranjos cromossómicos subteloméricos, 
uma das maiores vantagens da FISH é a sua capacidade de detectar 
rapidamente alterações numéricas em células não cultivadas (Astbury, 2008), 
sendo o tempo de resposta nestes casos geralmente de 24 ou 48 horas. Isto é 
especialmente importante no caso de gestações de alto risco, que incluem as 
associadas à idade materna avançada ou a resultados ecográficos anormais, 
uma vez que a FISH é usada como uma abordagem prévia à análise citogenética 
convencional  proporcionando uma resposta mais rápida no caso de alterações 
numéricas dos cromossomas 13, 18, 21, X e Y, que são os cromossomas onde 
mais frequentemente são detectadas estas alterações (Tepperberg et al., 2001).  
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1.3  Anomalias genéticas por deleção 
Tal como foi já referido anteriormente, uma das mais-valias da técnica da 
FISH é a detecção, de perdas de um segmento de um cromossoma, ou seja, de 
deleções. Concretamente, a deleção consiste na perda de sequência(s) 
nucleotídica(s) do genoma de um organismo. Podem ser reconhecidos dois tipos 
de deleções: as deleções terminais e as deleções intersticiais.  
As deleções terminais são simples rearranjos que envolvem apenas um 
ponto de quebra num cromossoma. Num primeiro momento, resultam deste 
processo dois segmentos de material cromossómico, em que apenas um contém 
o centrómero. O fragmento destituído de centrómero, sem possibilidade de 
mitose, acaba por se perder. As deleções terminais mais comuns tendem a 
acontecer em: 4p, 5p,9p, 18p e 18q (Rooney, 2001).  
Por sua vez, as deleções intersticiais resultam de duas quebras no braço 
do cromossoma e da perda do segmento intersticial que se situava entre os dois 
pontos de quebra. Dentro das deleções intersticiais, há que salientar as 
chamadas microdeleções, que se situam no limite da resolução óptica, não 
permitindo muitas vezes a sua visualização por citogenética convencional. 
Síndromes com dismorfias graves estão associadas a pequenas, mas às 
vezes, citogeneticamente visíveis, deleções, que levam a uma forma de 
desequilíbrio genético, referido como aneussomia segmentar. 
O termo síndrome de genes contíguos tem sido aplicado para muitas 
destas condições, em que existe uma perda de um número relativamente 
pequeno de genes, sendo o fenótipo atribuível à haploinsuficiência de genes 
contíguos múltiplos da região delectada. No caso concreto de tais síndromes, 
estudos por análise molecular e por FISH têm demonstrado que os pontos de 
quebra centroméricos e teloméricos tendem a agrupar-se, sugerindo a existência 
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1.3.1 Síndrome de microdeleção 22q11.2 
 
1.3.1.1 Caracterização genérica 
Deleções de um único cromossoma são responsáveis por algumas 
síndromes, dentre os quais se destaca a síndrome de microdeleção 22q11.2, no 
qual se focaliza este estudo. Considera-se uma microdeleção, porque a sua 
detecção implica técnicas citogenéticas moleculares, com precisão superior aos 5 
Mb usados na microscopia óptica convencional. 
Trata-se de uma microdeleção particularmente comum, que é 
frequentemente avaliada em laboratórios de citogenética e que envolve a região 
11.2 do braço longo do cromossoma 22 (Figura 4). Esta microdeleção está 
associada ao diagnóstico das síndromes DiGeorge, Velocardiofacial ou síndrome 
de anomalias faciais e conotruncais. Todas estas síndromes clínicas são de 
transmissão autossómica dominante, com expressividade variável, causadas por 
uma deleção na região 22q11.2 que envolve um loci diminuto do cromossoma 
(apenas 3 Mb).  
 
 
Figura 4 – Esquema representativo do cromossoma 22 (Fonte: ISCN, 2005) 
 
Esta microdeleção que é causada por um erro na recombinação durante 
a meiose, é também mediada por recombinação homóloga entre sequências 
repetidas não alélicas, sendo considerada como uma das mais comuns deleções 
citogenéticas associadas a um fenótipo clínico importante, sendo detectada em 1 
para 2.000 a 4.000 nados-vivos (Nussbaum et al., 2007). No entanto, outros 
autores (Glover, 1995) referem uma frequência estimada em cerca de 1 em 4500 
nados-vivos. 
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1.3.1.2 Perspectiva histórica 
Na perspectiva histórica do desenvolvimento científico associado à 
síndrome da microdeleção 22q11.2, tem de se fazer uma retrospectiva que nos 
situa em meados da década de sessenta do século XX, em que DiGeorge 
descreveu um doente com hipoparatireoidismo e imunodeficiência celular, 
secundária à hipoplasia tímica. Em pouco tempo, outras manifestações 
fenotípicas foram associadas também à mesma síndrome, nomeadamente 
defeitos do terceiro e quarto arcos branquiais e aspectos faciais dismórficos. 
Cerca de uma década depois, Sphrintzen et al. apresentam a síndrome 
Velocardiofacial, que resultou dos seus trabalhos com um grupo de crianças que 
manifestavam diversas características típicas, tais como fenda do palato ou 
disfunção velofaríngea, defeitos cardíacos e nariz proeminente. Só 
posteriormente, em 1982, se reconheceu a existência de uma microdeleção na 
região 22q11.2, associada a algumas síndromes que envolvem cardiopatia, 
nomeadamente síndrome de DiGeorge, síndrome Velocardiofacial (VCFS) e 
outras síndromes mais raras (Scambler et al., 1991). 
Esta microdeleção origina malformações múltiplas congénitas que 
englobam fenótipos clinicamente heterogéneos e complexos, devido à grande 
variabilidade de manifestações que lhe estão associadas. Em 1993, surgiu a 
utilização do acrónimo “CATCH 22” (Cardiac defects, Abnormal facies, Thymic 
hypoplasia, Cleft palate, and Hipocalcaemia) com o objectivo de englobar todas 
as manifestações mais frequentes, salientando as principais anomalias 
associadas a esta microdeleção: anomalias cardíacas do tipo conotruncal, 
dismorfia facial, hipoplasia/aplasia do timo, fenda do palato/disfunção 
velofaríngea e hipocalcemia (Hall, 1993). Actualmente, esta designação foi 
substituída pelo termo mais abrangente e mais comumente aceite da síndrome 
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1.3.1.3 Manifestações clínicas mais frequentes 
Na microdeleção 22q11.2, o fenótipo varia de indivíduo para indivíduo, 
entre indivíduos da mesma família e até entre gémeos monozigóticos. A 
expressão clínica varia desde casos leves, que podem mesmo passar 
despercebidos aquando do nascimento e durante a infância, até aos casos mais 
graves, que podem levar à morte (Gardner et al., 1996; Driscoll et al., 1995). 
Uma das manifestações clínicas mais frequentes desta síndrome é a 
cardiopatia congénita, nomeadamente do tipo conotruncal, que ocorre em cerca 
de 75% dos pacientes a quem foi diagnosticada esta microdeleção. Apesar de 
haver descrições desta microdeleção em indivíduos com cardiopatia isolada, 
tratam-se de situações raras, havendo estudos de grandes séries que não 
detectaram tal microdeleção em casos não sindrómicos de cardiopatia congénita. 
Os principais autores, nomeadamente Nussbaum et al. (2007), defendem 
que a deleção na síndrome de microdeleção 22q11.2 é responsável por cerca de 
5% dos defeitos cardíacos congénitos. Esta mesma microdeleção é também 
considerada como uma causa particularmente frequente de outros defeitos, tais 
como, a associação da tetralogia de Fallot com a atresia pulmonar, estando 
presente em mais de 40% destes pacientes. O mesmo acontece com a 
associação da tetralogia de Fallot e a ausência da válvula pulmonar que tem uma 
incidência em 60% dos pacientes em que a microdeleção 22q11.2 foi 
diagnosticada. 
Na região 22q11.2 existem genes importantes para o desenvolvimento 
embrionário normal do timo, da paratiróide e da estrutura conotruncal do coração. 
Como resultado da microdeleção, alguns desses genes estão ausentes, não 
havendo o desenvolvimento normal destes órgãos, o que explica a hipoplasia do 
timo e as malformações cardíacas, típicas desta síndrome.  
Até ao momento, ainda não foi encontrada qualquer correlação entre a 
quantidade de material genético perdido e o grau de sintomatologia dos doentes 
(Thomas et al., 1997; Connor et al., 1993). 
De uma forma mais focalizada, considera-se que as anomalias 
resultantes da microdeleção 22q11.2 podem ser categorizadas nas seguintes 
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vertentes: perturbações do desempenho e do crescimento, defeitos auditivos e do 
pavilhão auricular, bem como anomalias cardíacas e dos membros. 
Em termos de perturbações do desempenho, em cerca de 62% dos 
indivíduos a quem foi diagnosticada esta microdeleção notou-se problemas 
discretos de aprendizagem. Esta percentagem diminui para 18% quando 
consideramos dificuldades de aprendizagem moderadas/graves. No que diz 
respeito às suas competências cognitivas, as medições do Quociente de 
Inteligência (Q.I.) variam entre 70 a 90. As capacidades de socialização tendem a 
superar as intelectuais. De referir ainda a detecção de transtornos psiquiátricos 
em cerca de 10% dos casos, principalmente esquizofrenia crónica e delírios 
paranóides, com o início na adolescência. O desenvolvimento da linguagem é 
frequentemente tardio e são comuns distúrbios da mesma. A voz é quase sempre 
hipernasal, resultando da hipotonia da musculatura faríngea. 
Do ponto de vista do crescimento, nota-se geralmente um atraso, que 
condiciona uma baixa estatura em 36% dos doentes. Há, no entanto, que referir 
que tal atraso tem habitualmente início no período pós-natal. 
Em relação às anomalias auditivas e do pavilhão auricular, estas são 
descritas pela literatura (Jones, 2007) como anomalias menores. No entanto, não 
é rara a descrição de surdez, como complicação da fenda palatina.  
Os membros tendem a ser magros e hipotónicos, com mãos e dedos 
hiperelásticos (63%) (Figura 6). 
Acrescem a estas anomalias, os defeitos cardíacos, que estão presentes 
em 85% dos casos, sendo os mais comuns: o defeito septal ventricular (62%), o 
arco aórtico direito (52%), a tetralogia de Fallot (21%) e defeito na artéria 
subclávia esquerda (Jones, 2007). As cardiopatias são as malformações que 
condicionam mais a mortalidade nesta síndrome, sendo responsáveis pelo óbito 
em 8% dos doentes. Mais de metade destes falecimentos ocorrem no primeiro 
mês de vida e a maioria antes dos seis meses. 
Outras anomalias referidas são a fenda do palato secundário, a disfunção 
velofaríngea, as adenóides pequenas ou ausentes, o nariz proeminente e asas 
estreitas, as fendas palpebrais pequenas, a hipoplasia do terço médio da face, a 
microretrognatia (Figura 5) e a microcefalia (em 40% a 50% dos doentes). 
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Além destas, as anomalias eventuais constituem uma longa lista, das 
quais as mais referidas na literatura, são: sequência de Pierre-Robin, fenda labial, 
assimetria facial durante o choro, paralisia do nervo facial, fosseta nasal (Figura 
5), tortuosidade ou outras anomalias das artérias carótidas internas (25%), hérnia 
umbilical ou inguinal, defeitos cerebrais estruturais, mielomeningocelo, agenesia 
ou displasia renal, uropatia obstrutiva, refluxo vesicoureteral, criptorquidia, 
hipospadia, anomalias anais, tortuosidade dos vasos retinianos (30%), discos 
ópticos hipoplásicos, coloboma ocular, catarata, hipotireoidismo, doença de 
Graves, polidactilia pré e pós-axial, pé boto, escoliose e vértebras anormais.  
 
  




Figura 6 - Fenótipo da síndrome de microdeleção 22q11.2 (exemplo de mãos e dedos hiperelásticos) 
 
Quanto à sua hereditariedade, cerca de 94% dos casos resultam de uma 
microdeleção de novo, logo o risco de recorrência é considerado baixo. No 
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entanto, cerca de 6% dos casos são hereditários, com uma transmissão 
autossómica dominante, em que um dos progenitores possui a microdeleção, 
sendo a probabilidade de a transmitir à descendência de 50% (Gardner et al., 
1996; Thomas et al., 1997). Em função da acentuada variabilidade na 
expressividade, ambos os pais da criança afectada deverão ser testados para 
determinar se eles apresentam a deleção, através da técnica FISH, já que foram 
relatados na bibliografia diversos casos de detecção da síndrome de 
microdeleção 22q11.2 em adultos praticamente assintomáticos (McDonald-
McGinn et al., 2001). No entanto, há que levar em linha de conta que, mesmo 
que os progenitores tenham um resultado normal na técnica FISH, dever-se-á 
propor um diagnóstico pré-natal específico, em caso de futura gestação do casal, 
dado o risco de mosaicismo gonodal (que embora seja um risco baixo, é sempre 
superior no da população em geral). O risco de outros membros da família 
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1.4 Genes e sondas  
A FISH (resolução 100-200Kb) apresenta-se, pois, como a técnica mais 
adequada à detecção de microdeleções cromossómicas, nomeadamente a 
microdeleção 22q11.2. Para tal podem ser usadas as sondas N25 e TUPLE1. Na 
verdade, a FISH é amplamente usada como técnica de diagnóstico para esta 
doença, sendo para muitos laboratórios a técnica de eleição para o diagnóstico 
da microdeleção 22q11.2. (Fernandéz et al., 2005).  
A maioria dos doentes com esta microdeleção (90%) apresenta uma 
típica deleção de 3 Mb, enquanto os restantes 10% apresentam uma 
microdeleção com 1.5 Mb (Fernandéz et al., 2005). Dentro da região crítica da 
síndrome de microdeleção 22q11.2 foi descrita uma região crítica mínima de 480-
575 Kb (Driscoll et al., 1992), contendo vários genes, incluindo o gene TUPLE1, 
também designado por HIRA. 
No caso concreto do gene HIRA ou TUPLE 1, tende a ser identificado 
como um dos principais genes associados à microdeleção 22q11.2. Resultados 
científicos recentes (Lorain et al., 1996) tendem a reforçar o estatuto do TUPLE1 
como o principal gene candidato de tal síndrome e outras anomalias relacionadas 
(Llevatod et al., 1996).  
 Outros estudos, nomeadamente Yamagishi et al. (1999), sugeriram que 
o gene responsável pelas características da síndrome de deleção 22q11.2 seria o 
UFD1L, um gene inicialmente descrito por Pizzuti et al. (1997). No entanto, e 
mais recentemente, a atenção foi desviada para TBX1, na medida em que 
algumas mutações neste gene foram encontradas em indivíduos com síndrome 
de DiGeorge (Gong et al., 2001; Yagi et al., 2003; Stoller et al., 2005).  
No entanto, existem outros genes identificados na região 22q11.2, que 
também estão associados a esta microdeleção, tais como: DGCR2, DGCR5, 
DGCR6, DGCR8, DGCR14 e CTCL1. 
No cromossoma 22, o grande número de anomalias associadas a 
diferentes quantificações de genes reflecte dois dos princípios da Citogenética 
clínica. Por um lado, a gene dosage alterada de qualquer segmento 
cromossómico ou região genómica tende a resultar, na maioria dos casos, em 
alterações clínicas, com fenótipos dependentes da haploinsuficiência ou 
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“superexpressão” de um ou mais genes codificados na região. Por outro lado, os 
pacientes portadores que parecem ter a mesma deleção ou duplicação podem 
apresentar uma variabilidade fenotípica considerável, apesar de se desconhecer 
a etiologia de tal variabilidade (Nussbaum et al., 2007). Um exemplo concreto de 
duplicação é a síndrome de “cat eye”, cujas alterações mais frequentes são: 
apêndices e/ou depressões pré-auriculares, pupilas verticais, atraso mental 
ligeiro a moderado, anomalias cardíacas e do tracto urinário e ânus imperfurado 
(Regateiro, 2003). 
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1.4.1 Sonda TUPLE1 
A sonda de sequência única, específica para a região 22q11.2 referente 
ao gene TUPLE1 (loci D22S553, D22S609 e D22S942) (Vysis Abbott) é marcada 
directamente com o fluorocromo Spectrum Orange (laranja/vermelho), tendo 
como controlo uma sonda que hibridiza na parte terminal do braço longo do 
cromossoma 22 (22qter) marcado com o fluorocromo Spectrum Green (verde), 




Figura 7 - Sonda TUPLE1 (Fonte: Fish Catalog 2007-2008, Kreatech Biotechnology) 
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1.4.2 Sonda N25 
A sonda de sequência única, específica para a região 22q11.2 contendo 
o marcador “N25” (locus D22S75) (Q-Biogene) é marcada directamente com o 
fluorocromo Rodamina (vermelho), tendo como controlo uma sonda que hibridiza 
na parte terminal do braço longo do cromossoma 22 (22qter) marcado com o 
fluorocromo dGreen (verde), abarcando um total de 250 Kb. (Figura 8). Este 
marcador está localizado entre DGCR2 (gene região crítica 2 de DiGeorge) e 
CLH22 (Clathrin). Ambos os genes têm sido amplamente investigados e o seu 
papel na síndrome tem sido bem estabelecido. A região da sonda N25 abrange o 
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2. Componente Experimental 
  
Mestrado em Métodos Biomoleculares 






Mestrado em Métodos Biomoleculares 




2.1 Objectivos da investigação 
O presente estudo pretende contribuir para um diagnóstico mais eficaz da 
síndrome de microdeleção 22q11.2, tentando estabelecer uma correlação de 
genótipo-fenótipo para esta síndrome, pelo despiste da microdeleção 22q11.2 
utilizando a técnica da FISH, através das sondas TUPLE1 e N25. 
 Para tal, realizou-se um estudo com 30 doentes, parte deles seguidos na 
Unidade de Consulta do Centro de Genética Médica Jacinto de Magalhães e os 
outros recebidos do exterior com suspeita clínica de microdeleção de 22q11.2.  
 
 
2.2 Fases da Investigação: 
 
1ª Fase: 
1.  Execução da técnica da FISH, utilizando a sonda TUPLE1 para as 
30 amostras biológicas (sangue); 
2.  Registo de resultados; 
3.  Execução da técnica da FISH, utilizando a sonda N25 para as 
mesmas 30 amostras biológicas; 
4.  Registo de resultados; 
 
   2ª Fase: 
1. Execução da técnica da FISH, utilizando a sonda N25 para testar as 
amostras biológicas (sangue), já processadas, relativas a pacientes 
com o diagnóstico da síndrome de microdeleção de 22q11.2, já 
testadas através da sonda TUPLE1. 
2.  Registo de resultados; 
 
3ª Fase: 
1. Criação de uma base de dados com as seguintes entradas: 
      a.  Resultados da sonda TUPLE1; 
b. Resultados da sonda N25; 
c. Caracterização dos doentes: 
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           i.  Características demográficas; 
                   ii. Fenótipos que levam à suspeita da síndrome de 
microdeleção de 22q11.2. 
2. Tratamento estatístico dos dados recolhidos; 
3. Análise de resultados 
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2.3 Materiais e métodos 
 
2.3.1 Amostras:  
 30 amostras biológicas (sangue)  relativas a pacientes com 
informação clínica suspeita da síndrome de microdeleção  22q11.2  
 3 amostras biológicas (sangue), relativas a pacientes com 
microdeleção 22q11.2, já testadas através da sonda TUPLE1 . 
 
  
Mestrado em Métodos Biomoleculares 






2.3.2.1 Técnica de Citogenética convencional 
Realizou-se a cultura de linfócitos de sangue periférico, que é o tecido 
mais utilizado para o diagnóstico de anomalias cromossómicas, uma vez que é 
um tecido de fácil obtenção (basta uma simples punção venosa) e também 
porque se conseguem resultados rápidos com muitas metafases para análise, 
com técnicas simples e relativamente pouco dispendiosas. 
Para se visualizarem os cromossomas é preciso ter células em divisão. 
Das células presentes no sangue os leucócitos são as únicas que interessam aos 
citogeneticistas, pois as outras (eritrócitos e plaquetas) são destituídas de núcleo. 
Dentro destes, os linfócitos são aqueles que mais facilmente se podem dividir 
sobre condições apropriadas, daí o seu interesse. Como os linfócitos não se 
dividem espontâneamente nas condições normais de cultura, temos de induzir a 
sua divisão (mitose) através da introdução de um agente mitogénico: 
fitohemaglutinina (PHA). 
Tenta-se reproduzir in vitro as mesmas condições que existem in vivo, 
utilizando meios de cultura: PB-MAX (Gibco), Karyotyping (Biological Industries) e 
HAM F-10 (Gibco), com nutrientes necessários para o crescimento celular: 
aminoácidos, hidratos de carbono e vitaminas, e as condições físicas essenciais: 
pH 6.8 a 7.4 e temperatura de 37ºC. Estes são ainda enriquecidos com soro de 
vitela fetal (SVF) e antibióticos (penicilina/estreptomicina) para impedir o 
crescimento de microorganismos. 
 Foram realizadas culturas sincronizadas, através da adição de 
metotrexato após 2 ou 3 ciclos celulares. Esta substância bloqueia a divisão 
celular por inibição da síntese de ácido folínico, essencial para a produção de 
timidina, a qual por sua vez é necessária para a síntese de DNA. Esse bloqueio é 
removido algumas horas depois juntando a timidina, o que permite o recomeço 
simultâneo da divisão celular de todas as células. 
Uma vez que a metafase é a fase da divisão celular em que os 
cromossomas são mais facilmente visíveis, há necessidade de parar aqui a 
divisão celular, pelo que se adiciona colcemide. Este é um agente anti-mitótico 
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que impede a formação do fuso acromático, fazendo com que os cromossomas 
permaneçam na placa equatorial da célula. Seguidamente as células foram 
sujeitas a choque osmótico com uma solução hipotónica (KCl 0.075M), que por 
osmose vai aumentar o volume das células para que estas ao caírem na lâmina 
rebentem e os cromossomas se espalhem. 
Para fixar e preservar as células usa-se uma mistura de metanol:ácido 
acético na proporção de 3:1. A fixação é efectuada para remover os eritrócitos e 
as membranas celulares antes do espalhamento nas lâminas e preservar a 
morfologia dos cromossomas. (Vieira et al., 2005) 
 
 
2.3.2.2 Técnica de Citogenética molecular (FISH) 
             A sonda e o DNA dos cromossomas são desnaturados simultaneamente 
(co-desnaturação) e, quando ambos estão em contacto, a sequência da sonda 
liga-se especificamente à sequência de DNA cromossómico por 
complementaridade. Seguidamente vão ser efectuadas lavagens pós-hibridização 
adequadas, isto é, retira-se o excesso de sonda para só evidenciar o sinal 
pretendido, tendo que se conciliar a concentração dos sais da solução de 
lavagem com o tempo e temperatura em que esta decorre. A hibridização entre a 
sonda e o DNA é observada in situ utilizando-se um microscópio de fluorescência 
(Olympus BX61) registando-se as imagens num sistema informático. 
Para a detecção da microdeleção do cromossoma 22 foram aplicados ao material 
em estudo os protocolos fornecidos com as sondas (Vysis Abbott e Q-Biogene), 
mas adaptados às condições do laboratório. 
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2.3.3 Procedimentos técnicos 
Sendo a FISH uma técnica de hibridização in situ não isotópica, 
apresenta a vantagem de poder recorrer a kits comerciais com sondas e 
reagentes para a fluorescência, facilitando significativamente a sua execução. A 
acompanhar cada kit é fornecido um protocolo que pretende optimizar os 
procedimentos inerentes à sua correcta utilização, daí a importância de seguir 
estritamente as suas orientações.  
De uma forma genérica, a técnica FISH é composta por um conjunto de 
etapas, executadas numa ordem específica: 1º Preparação da lâmina, 2º 
Preparação da sonda, 3º Desnaturação, 4º Hibridização, 5º Lavagem pós-
hibridização, 6º Contraste e 7º Observação microscópica. De seguida, cada uma 
destas etapas é abordada de forma breve, de forma a perspectivar teoricamente 




Preparação da lâmina 
A qualidade do espalhamento é de extrema importância para que se 
possam obter bons resultados na técnica da FISH. Desta forma, para ser 
efectuada uma primeira avaliação deste espalhamento é utilizado o microscópio 
óptico em contraste de fase, sendo não só visualizados os cromossomas como 
outros resíduos celulares, nomeadamente restos citoplasmáticos. A presença de 
resíduos celulares e citoplasma podem interferir com a hibridização. 
As lâminas são envelhecidas por desidratação através da passagem em 
álcoois com percentagens graduais de 70% a 100% (usualmente, etanol a 70%, 
85% e 100%). Este procedimento pode ser, no entanto, precedido por uma curta 
incubação em citrato de sódio salino (SSC) ou tampão fosfato salino (PBS). Estes 
tratamentos têm como objectivo limpar a lâmina e estabilizar o pH pela remoção 
de todos os vestígios de ácido acético e a incubação em SSC torna os 
cromossomas menos sensíveis à sobre-desnaturação (Trask, 1991; Rooney et 
al., 1997). 
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2ª Etapa:  
Preparação da sonda 
As sondas devem ser armazenadas a baixas temperaturas, em geral a -
20ºC e devem ser descongeladas e pré-aquecidas, antes da sua utilização, 
normalmente entre de 37ºC a 42ºC (Rooney et al., 1997; Montgomery et al., 
1997). 
 
3ª Etapa:  
Desnaturação 
A desnaturação consiste na separação da cadeia dupla de DNA em 
cadeias simples. Assim, a desnaturação dos cromossomas e da sonda pode ser 
feita em conjunto ou em separado, conforme os protocolos utilizados. Se a 
desnaturação for em separado, a sonda é desnaturada pelo calor e os 
cromossomas são desnaturados numa solução de formamida e SSC, a 
temperatura elevada (65-85ºC). Depois, é necessário aplicar a sonda à lâmina e 
cobrir com uma lamela (Rooney et al., 1997). 
Uma vez que a formamida é um agente tóxico e cancerígeno, alguns 
protocolos evitam o seu uso, efectuando a desnaturação em conjunto (co-
desnaturação). Assim, a sonda é aplicada na lâmina e esta é colocada numa 
placa de aquecimento com temperatura entre os 70-75ºC, de modo que a 
desnaturação dos cromossomas e da sonda ocorram simultâneamente (Rooney 
et al., 1997). 
A temperatura e o tempo da desnaturação são muito importantes para 
preservar a morfologia dos cromossomas. Se ocorrer a sobre-desnaturação, a 
morfologia dos cromossomas é afectada e pode não ocorrer a hibridização 




A hibridização corresponde ao emparelhamento específico entre as 
cadeias simples da sonda e do DNA-alvo, com base na sua complementaridade 
(Montgomery et al., 1997). 
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A lâmina com a sonda é, colocada dentro de uma caixa húmida e vai 
incubar a 37ºC, durante a noite ou algumas horas, conforme os protocolos. É 
durante este tempo que ocorre a hibridização (Rooney et al., 1997). 
A temperatura de hibridização não deve ser menor que 37ºC, para evitar 
ligações não-específicas entre a sonda e o DNA, e não deve ser maior que 37ºC, 
para assegurar um sinal com intensidade máxima (Rooney et al., 1997; 




Após a hibridização é realizada uma série de lavagens com a finalidade 
de remover a sonda em excesso, que não se ligou ao DNA-alvo e que se ligou 
inespecificamente a outros cromossomas, citoplasma e restos celulares 
(Montgomery et al., 1997). 
A lavagem exige uma adstringência adequada, isto é, deve ser removida 
toda a sonda não ligada, mas deve ser mantida aquela que  hibridou no DNA-
alvo. Assim, a adstringência de lavagem é um ponto crítico, porque determina a 
quantidade de sonda que se mantêm (Rooney et al., 1997). 
A adstringência é influenciada pela temperatura e concentração salina 
das soluções de lavagem, sendo específica para cada tipo de sonda. 
Geralmente, as sondas de sequência única exigem menor adstringência que as 
sondas centroméricas e as sondas de pintura cromossómica total (Rooney et al., 
1997). 
A lavagem pode ser em formamida ou numa mistura de formamida e 
SSC. Para evitar o uso de formamida, pode-se efectuar outro tipo de lavagem, 
que é realizada com uma solução quente de SSC e um detergente (Igepal), 
sendo a temperatura e a concentração adequadas à adstringência necessária. 
Quanto maior a temperatura e menor a concentração de SSC, maior é a 
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O contraste consiste em adicionar corantes fluorescentes (contrastantes) 
à lâmina para corar o material cromossómico que não está ligado à sonda, de 
modo a criar um contraste e permitir a sua observação microscópica 
(Montgomery et al., 1997). Os contrastantes mais utilizados são o DAPI (azul) e o 
iodeto de propídio (vermelho). A opção do contrastante depende do fluorocromo 
utilizado, pois deve-se escolher um contrastante diferente da cor do fluorocromo, 
caso contrário, haverá uma sobreposição de cores e não existirá contraste 
(Rooney et al., 1997). 
Normalmente, o contrastante é fornecido com uma solução Antifade que 
minimiza o enfraquecimento do sinal fluorescente aquando da observação ao 




Para se realizar a observação da lâmina, obtida pela técnica de FISH é 
necessário um microscópio de epi-fluorescência (luz reflectida) com filtros 
apropriados e um local protegido da luz. Como estas preparações não são 
definitivas, a fluorescência desaparece rapidamente, daí existir a necessidade de 
serem captadas as imagens imediatamente (Rooney et al., 1997).  
Utilizaram-se 5 filtros com diferentes comprimentos de onda: 
- DAPI (Excitação: 340-380nm; Emissão: 450-490nm) 
- Spectrum Green (Excitação: 485-501nm; Emissão: 497-557nm) 
- dGreen (Excitação máxima: 495nm; Emissão máxima: 525nm) 
- Spectrum Orange (Excitação: 538-558nm; Emissão: 573-587nm) 
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Os protocolos aplicados encontram-se descritos, em seguida:  
 
2.3.3.1 Protocolo da FISH para detecção da microdeleção 22q11.2 
usando a sonda TUPLE1 
 
Tabela 2 - Soluções necessárias para o protocolo FISH usando a sonda TUPLE 1 
Soluções necessárias 
 20 x SSS: 175.3g de cloreto de sódio e 88.2g de citrato de sódio para 1 
litro de água destilada, ou comprado comercialmente a pH 7.0. 
 2 x SSC + 0.5% Igepal: 5 ml de 20 x SSC + 45 ml água destilada + 250µl 
de Igepal (ou NP-40). Se necessário, ajustar a pH 7.0 com HCl 
concentrado. 
 2 x SSC + 0.1% Igepal: 5ml de 20 x SSC + 45 ml água destilada + 50µl de 
Igepal (ou NP-40). Se necessário, ajustar a pH 7.0 com HCl concentrado. 
 0.4 x SSC + 0.3% Igepal: 1ml de 20 x SSC + 49 ml de água destilada + 
150µl Igepal (ou NP-40). Se necessário, ajustar a pH 7.0 com HCl 
concentrado. 
 Etanol: diluído a 70% e 85%, e 100% (absoluto). 
 Fixador 3:1 - preparar 3 partes de metanol para 1 parte de ácido acético. 






1. Realizar o espalhamento, em lâminas secas e limpas com 
metanol, com aproximadamente 4-5µl de suspensão celular. Deixar secar 
as lâminas à TA e observá-las em contraste de fase. Só se passa para o 
ponto 2 se as lâminas apresentarem um razoável número de metafases. 
2. Incubar as lâminas em 2 x SSC + 0.5% Igepal a 37ºC 
durante 30 minutos. 
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3. Desidratar as lâminas na série de álcoois: 70%, 85% e 100%, 
2 minutos em cada um à TA. 
4. Secar as lâminas ao ar. 
5. Aquecer previamente a sonda a 37ºC e agitar no vórtex para 
a sua homogeneização. Diluir 1µl de sonda juntando-a a 7µl de solução 
de hibridização fornecida pelo Kit e 2µl de água destilada. Aplicar 2µl de 
sonda diluída sobre as células espalhadas, colocar a lamela circular com 
12mm de diâmetro e selar com cola.  
6. Co-desnaturar na placa a 75ºC durante 2 minutos. 
7. Colocar as lâminas na câmara de hibridização húmida 
fechada, a 37ºC durante a noite (+/- 16 horas). 
 
2ºDia 
8. Retirar a lamela das lâminas. 
9. Colocar as lâminas em 0.4 x SSC+0.3% Igepal a 73ºC, 
agitando as lâminas durante 1-3 segundos e incubar durante 2 minutos. 
10. Transferir as lâminas para a solução 2 x SSC + 0.1% Igepal à 
TA, agitando-as 1-3 segundos e incubar durante 2 minutos. 
11. Secar ao ar. 
12. Montar com DAPI. 
13. Observar em microscópio de epifluorescência.  
Mestrado em Métodos Biomoleculares 




2.3.3.2 Protocolo da FISH para detecção da microdeleção 22q11.2 
usando a sonda N25 
 
Tabela 3 - Soluções necessárias para o protocolo FISH usando a sonda N25 
Soluções necessárias 
 20 x SSS: 175.3g de cloreto de sódio e 88.2g de citrato de sódio para 1litro 
de água destilada, ou comprado comercialmente a pH 7.0. 
 2 x SSC + 0.5% Igepal: 5ml de 20 x SSC + 45ml água destilada + 250µl 
de Igepal (ou NP-40). Se necessário, ajustar a pH 7.0 com HCl 
concentrado. 
 0.5 x SSC + 0.1% Igepal: 1.25ml de 20 x SSC + 48.75ml água destilada + 
50µl  de Igepal (ou NP-40). Se necessário, ajustar a pH 7.0 com HCl 
concentrado. 
 1 x PBD: 5ml de 10 x PBD a 45ml de água destilada. Para preparar 
adequadamente o 1 x PBD, o 10 x PBD deve ser bem misturado, mesmo 
antes de o utilizar. 
 Etanol: diluído a 70% e 85%, e 100% (absoluto). 
 Fixador 3:1 - preparar 3 partes de metanol para 1 parte de ácido acético. 






1. Realizar o espalhamento, em lâminas secas e limpas com 
metanol, com aproximadamente 4-5µl de suspensão celular. Deixar 
secar as lâminas à TA e observá-las em contraste de fase. Só se passa 
para o ponto 2 se as lâminas apresentarem um razoável número de 
metafases. 
2. Incubar as lâminas em 2 x SSC + 0.5% Igepal a 37ºC 
durante 30 minutos. 
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3. Desidratar as lâminas na série de álcoois: 70%, 85% e 100%, 
2 minutos em cada um à TA. 
4. Secar as lâminas ao ar. 
5. Aquecer previamente a sonda a 37ºC e agitar no vórtex para 
a sua homogeneização. Aplicar 2µl de sonda sobre as células 
espalhadas, colocar a lamela circular com 12mm de diâmetro e selar 
com cola. 
6. Co-desnaturar na placa a 80ºC durante 5 minutos. 
7. Colocar as lâminas na câmara de hibridização húmida 
fechada, a 37ºC durante a noite (+/- 16 horas). 
 
2º Dia 
8. Retirar a lamela das lâminas. 
9. Colocar as lâminas em 0.5 x SSC+0.1% Igepal a 65ºC, sem 
agitação durante 5 minutos. 
10. Transferir as lâminas para a solução 1 x PBD à TA, 
durante 5 minutos. 
11. Secar ao ar. 
12. Montar com DAPI. 
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Esta técnica implica algumas precauções, nomeadamente: 
1. Usar sempre luvas. 
2. Quando se trabalha com sondas marcadas directamente, deve-se 
diminuir a intensidade da iluminação do local de trabalho uma vez que 
os fluorocromos são foto-sensíveis. 
3. Se após a realização da técnica não se forem observar logo as 




Para além destas precauções, os referidos protocolos implicam ainda os 
seguintes procedimentos: 
 
Preparação da câmara de hibridização húmida: 
No fundo duma caixa com tampa, colocar um papel absorvente 
totalmente embebido em água e por cima um suporte para apoio horizontal das 
lâminas. 
 
Preparação da amostra 
Para a realização de técnicas da FISH, necessitamos de uma suspensão 
celular de linfócitos, fixados em metanol: ácido acético na proporção 3:1. Antes 
do espalhamento é necessário fazer uma lavagem com fixador fresco, centrifugar 
os tubos 10 minutos a 1441 x g (1400 rpm) na centrífuga SIGMA 4-15, adicionar 
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2.4 Resultados e discussão de dados 
Tal como referido anteriormente, o presente estudo procurou uma base 
experimental que fundamentasse uma relação entre o genótipo e o fenótipo da 
síndrome de microdeleção 22q11.2, usando para tal a técnica FISH, através de 
duas sondas distintas: TUPLE1 e N25. 
A opção laboratorial do rastreio diagnóstico de tal síndrome recai 
normalmente no uso da sonda TUPLE1 (Llevadot et al., 1996), não sendo o 
Centro de Genética Médica Jacinto de Magalhães excepção a esta opção. Na 
verdade, trata-se de uma sonda disponível comercialmente e, portanto, de 
acesso facilitado.  
No entanto, vários autores (nomeadamente McDonald-McGinn et al., 
2005) defendem a utilização de não apenas uma sonda, mas sim de duas, de 
forma a aumentar a fiabilidade dos resultados. Uma outra sonda de referência 
para a detecção da síndrome de microdeleção 22q11.2 é a N25, também 
disponível comercialmente. Daí que a opção empírica deste estudo recaísse no 
uso destas duas sondas, reconhecidas cientificamente como as mais usadas na 
detecção deste síndrome. 
Numa primeira fase do processo de investigação, executou-se a técnica 
FISH, utilizando a sonda TUPLE1 para 30 amostras biológicas de sangue.  
Após, o registo dos resultados desta etapa, repetiu-se a execução da 





Não foi detectada a presença de microdeleção 22q11.2 na totalidade das 
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A utilização da sonda N25, através da técnica FISH, para a detecção da 





Figura 9 - Metafase com resultado negativo para a microdeleção 22q11.2 (resultado do trabalho experimental) 
 
Em todos os resultados obtidos até então, na análise por FISH, as 
metafases apresentaram dois sinais vermelhos da sonda específica para a região 
22q11.2 e 2 sinais verdes da sonda-controlo, que identificam os cromossomas 
22. Assim, ambos os cromossomas apresentam a região 22q11.2, logo, não 
existe microdeleção, o que é equivalente a um resultado negativo concretamente 
para a detecção da microdeleção 22q11.2 (Figura 9).  
Tais resultados estão na linha do esperado, tendo em consideração os 
dados recolhidos na literatura (nomeadamente, Ribeiro et al., 2007) que referem 
uma taxa de detecção (fazendo uso de apenas da sonda TUPLE1) de apenas 
3,9% do total de pacientes estudados. Por outro lado, outros autores (McDonald-
McGinn et al., 2005) reconhecem que a taxa de detecção da análise FISH 
usando ambas as sondas tende a ser equivalente. No entanto, defendem que a 
utilização de uma única sonda pode não ser suficientemente sensível para 
detectar pequenas deleções (<40 Kb) dentro da região 22q11.2. 
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Numa outra fase, foi levada em linha de conta a informação clínica 
referente às amostras analisadas. Assim, foi construída uma base de dados da 
qual constam, para além de dados demográficos caracterizadores da população, 
as informações clínicas que levaram à suspeita de um possível diagnóstico de 
microdeleção 22q11.2. Num primeiro momento, foram consideradas apenas os 
dados relativos às 30 amostras biológicas de pacientes com informação clínica 
suspeita da síndrome de microdeleção 22q11.2. De seguida, serão analisados os 
dados demográficos desta população. 
 
Género 
A amostra é constituída por uma maioria de indivíduos do género 
masculino (56,7%), notando-se uma maioria (ainda que pouco expressiva) deste 
género. 
 
Tabela 4 - Caracterização da amostra de pacientes com 
suspeita clínica de microdeleção 22q11.2, quanto ao 
género 
Género Frequência Percentagem 
Feminino 13 43,3 
Masculino 17 56,7 




Figura 10 - Caracterização da amostra de pacientes com 





Usando uma distribuição por faixa etária coerente com as fases de 
desenvolvimento humano (Berger na sua obra “O Desenvolvimento da Pessoa - 
Da Infância à Adolescência”, 2003), distribui-se a amostra analisada por oito 
categorias etárias, verificando-se apenas frequências para sete delas. Assim, a 
maior percentagem (33,3%) de pacientes com suspeita clínica de microdeleção 
22q11.2 (ainda que diagnosticados no nosso estudo como negativos para tal 
síndrome) situa-se na primeira infância, entre os 0 e os 2 anos. 26,7% dos 
indivíduos analisados encontram-se na faixa dos 30 aos 39 anos, sendo de referir 
Masculino
Feminino
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que entre a nossa amostra, não foram encontrados casos cujas idades se 
situassem entre os 19 e os 29 anos. 
Tabela 5 - Caracterização da amostra de pacientes com 
suspeita clínica de microdeleção 22q11.2, quanto à faixa 
etária 
Faixa Etária Frequência Percentagem 
Dos 0 aos 2 anos 10 33,3 
Dos 3 aos 5 anos 3 10,0 
Dos 6 aos 10 anos 4 13,3 
Dos 11 aos 13 anos 2 6,7 
Dos 14 aos 18 anos 2 6,7 
Dos 30 aos 39 anos 8 26,7 
Dos 40 aos 49 anos 1 3,3 
Total 30 100,0 
 
 
Figura 11 - Caracterização da amostra de pacientes com 




Região de Origem 
Considerando que o Centro de Genética Médica Doutor Jacinto de 
Magalhães acolhe amostras biológicas provenientes de todo o país, considerou-
se importante fazer a análise da proveniência geográfica dos pacientes 
analisados. Assim, verifica-se uma prevalência de pacientes oriundos da zona 
norte do país, o que de certo modo é explicável pela própria localização da 
instituição. Aliás, a prevalência é tanto maior, quanto mais próxima do Centro de 
Genética Médica Jacinto de Magalhães é a região de origem dos pacientes. 
 
Tabela 6 - Caracterização da amostra de pacientes com 
suspeita clínica de microdeleção 22q11.2, quanto à 
região de origem 
Região de origem Frequência Percentagem 
Norte 20 66,7 
Centro 8 26,7 
Sul 1 3,3 
Ilhas 1 3,3 
Total 30 100,0 
 
 
Figura 12 - Caracterização da amostra de pacientes com 
suspeita clínica de microdeleção 22q11.2, quanto à 
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Sendo a síndrome de microdeleção 22q11.2 herdada de forma 
autossómica dominante, considera-se importante recolher informação sobre 
possíveis heranças genéticas, conhecendo a situação familiar. Sabe-se, no 
entanto, que cerca de 94% dos casos resultam de uma microdeleção de novo, 
sendo o risco de recorrência ser considerado baixo. Apesar disso, cerca de 6% 
dos casos são hereditários, com uma transmissão autossómica dominante, em 
que se um dos progenitores possuir a microdeleção, as probabilidades de a 
transmitir à descendência são de 50%. As informações clínicas sobre a possível 
história familiar de que dispusemos não existiam para a grande maioria dos 
casos (60%). Nos restantes, 20% dos pacientes têm efectiva história familiar, 
embora em nenhum caso se tratasse de herança proveniente de familiares em 1º 
grau do probando. Na verdade, tratava-se de casos em que um ou mais 
familiares tinham sido diagnosticados com patologias possivelmente relacionadas 
com o fenótipo da síndrome de microdeleção 22q11.2, tais como cardiopatias, 
surdez de transmissão, dismorfias faciais e anomalias do palato. Os restantes 
20% detêm na sua informação clínica dados que manifestamente referem o facto 
de não existir herança genética. 
  
 
Tabela 7 - Caracterização da amostra de pacientes com 
suspeita clínica de microdeleção 22q11.2, quanto à história 
familiar 
História familiar Frequência Percentagem 
Sem herança 6 20,0 
Herança familiar 6 20,0 
Sem Informação 18 60,0 




Figura 13 - Caracterização da amostra de pacientes com 
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Posteriormente, houve um esforço de compilação de todo o universo de 
amostras biológicas (sangue) e respectiva informação clínica, arquivadas no 
Centro de Genética Médica Jacinto de Magalhães e com resultados positivos 
para o diagnóstico da síndrome de microdeleção de 22q11.2. Tal diagnóstico foi 
obtido através da técnica FISH, usando a sonda TUPLE1.  
O facto dos resultados das 30 amostras analisadas terem sido todos 
negativos para a detecção da microdeleção em análise, levou a que houvesse 
necessidade de comparar os dados obtidos com outras amostras, cujos 
resultados tivessem sido positivos. Assim, constituiu-se uma nova amostra de 18 
casos (com a respectiva informação clínica) e que funcionou como grupo de 
comparação com a nossa amostra efectivamente analisada.  
Repetiu-se o tipo de análise dos dados demográficos da amostra de 
pacientes considerados negativos, mas agora para a amostra de pacientes 
efectivamente diagnosticados com a síndrome de microdeleção 22q11.2 e 
verificou-se um conjunto de características que serão analisadas de seguida, 
comparando com a amostra de pacientes diagnosticados como negativos. 
  
Género 
Também aqui, a amostra é constituída por uma maioria de indivíduos do 
género masculino (55,6%), notando-se uma maioria ainda que pouco expressiva 
deste género, tal como na amostragem anterior.  
  
Tabela 8 - Caracterização da amostra de pacientes com 
microdeleção 22q11.2, quanto ao género 
Género Frequência Percentagem 
Feminino 8 44,4 
Masculino 10 55,6 




Figura 14 - Caracterização da amostra de pacientes com 
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Usando a mesma distribuição por faixa etária coerente com as fases de 
desenvolvimento humano (Berger na sua obra “A Pessoa Em Desenvolvimento 
Através Do Período De Vida”, 2003), voltou a distribuir-se a amostra analisada 
por oito categorias etárias, verificando-se frequências para sete delas. Assim, a 
maior percentagem (38,9%) de pacientes em que foi detectada a microdeleção 
22q11.2 no Centro de Genética Médica Jacinto de Magalhães situa-se na idade 
escolar (dos 6 aos 10 anos).  
Tabela 9 - Caracterização da amostra de pacientes com 
microdeleção 22q11.2, quanto à faixa etária 
Faixa Etária Frequência Percentagem 
Dos 3 aos 5 anos 1 5,6 
Dos 6 aos 10 anos 7 38,9 
Dos 11 aos 13 anos 2 11,1 
Dos 14 aos 18 anos 2 11,1 
Dos 19 aos 29 anos 3 16,7 
Dos 30 aos 39 anos 1 5,6 
Dos 40 aos 49 anos 2 11,1 




Figura 15 - Caracterização da amostra de pacientes com 
microdeleção 22q11.2, quanto à faixa etária 
Curiosamente, a faixa etária em que não existe nenhum paciente em que 
foi detectada a microdeleção em análise é precisamente a categoria de idades, 
em que na nossa amostra original, mais casos foram analisados (e 
diagnosticados negativamente). Por outro lado, a segunda faixa etária em que as 
amostras diagnosticadas positivamente para a síndrome em causa, são mais 
frequentes é a referente às idades entre os 19 e os 29 anos, que é precisamente 
a categoria de idades em que a nossa amostra original é nula. No gráfico 
seguinte, poderemos analisar com mais pormenor uma comparação percentual, 
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Figura 16 - Comparação percentual entre as amostras consideradas quanto à faixa etária 
 
Região de Origem 
Na amostra dos casos detectados como positivos para a síndrome de 
microdeleção 22q11.2, verifica-se uma prevalência nítida de pacientes oriundos 
da zona Norte do país, o que continua a ser explicável pela localização da 
instituição. Aliás, nesta amostra apenas encontramos pacientes residentes no 
norte e centro do país. 
  
Tabela 10 - Caracterização da amostra de pacientes com 
microdeleção 22q11.2, quanto à região de origem 
Região de origem Frequência Percentagem 
Norte 15 83,3 
Centro 3 16,7 




Figura 17 - Caracterização da amostra de pacientes com 
microdeleção 22q11.2, quanto à região de origem 
 
História Familiar 
Também no caso das amostras com resultados positivos para a detecção 
da microdeleção em análise, as informações clínicas sobre uma possível herança 
genética não apresentavam em 55.6% dos casos qualquer dado relevante a este 
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diagnosticados positivamente têm efectiva história familiar genética sugestiva de 
microdeleção 22q11.2, embora em apenas um caso se tratasse de familiares em 
1º grau do caso probando. Na verdade, os restantes tratavam-se também de 
casos em que um ou mais familiares tinham sido diagnosticados com patologias 
que podem ser relacionadas com o fenótipo da síndrome de microdeleção 
22q11.2, tais como cardiopatias, dismorfias faciais e anomalias do palato.  
Comparando as duas amostras, em termos percentuais, podemos 
verificar que efectivamente os pacientes com microdeleção 22q11.2 detectada 
detêm, na sua informação clínica, maior número de dados sobre possíveis 
heranças genéticas familiares. Verifica-se, ainda, que a maioria das informações 
clínicas é omissa quanto a este critério, o que pode ser explicado, de alguma 
forma, pelo facto de cerca de 94% dos casos diagnosticados ser de novo e não 
explicados por história familiar. 
 
 






Com Herança Sem Herança Sem Informação
Informação Sobre História Familiar
Com Microdelecção Sem Microdelecção Detectada
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De seguida, regressou-se ao laboratório, executando-se a técnica FISH, 
mas desta vez, utilizando a sonda N25 para analisar um conjunto de três 
amostras biológicas (sangue), já processadas, relativas a pacientes com o 
diagnóstico da síndrome de microdeleção de 22q11.2, já testadas através da 
sonda TUPLE1. Tratou-se de um procedimento meramente experimental e que 
tentou testar a fiabilidade dos dados anteriores, em que o uso das duas sondas 
teria resultados idênticos, em relação à detecção da síndrome de microdeleção 
22q11.2. 
A indisponibilidade de um maior número de kits de sonda N25, 
impossibilitou a duplicação da testagem da amostra positiva (com a sonda 




Os resultados da análise FISH, utilizando a sonda N25, confirmaram 
a detecção positiva da síndrome de microdeleção 22q11.2 para as 
amostras biológicas analisadas (3) e já consideradas positivas, 




Figura 19 – Metafase com resultado positivo para a microdeleção 22q11.2 (resultado do trabalho experimental) 
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               Em todos os resultados obtidos, na análise por FISH, as metafases 
apresentaram um só sinal vermelho da sonda específica para a região 22q11.2 e 
dois sinais verdes da sonda controlo, o que corresponde a um resultado positivo 
para a deleção desta microdeleção (Figura 19). 
Num momento seguinte, procedeu-se à análise das informações clínicas, 
tendo em conta os fenótipos que levam à suspeita de síndrome da microdeleção 
de 22q11.2, considerando a totalidade das 2 populações de amostras (com 
resultados positivos e negativos para a síndrome em causa). 
Assim, e tomando como referência a base de dados já construída e 
analisada (quanto aos dados demográficos), complementou-se a sua informação 
com as informações clínicas compiladas dos processos individuais de cada 
paciente analisado. Para tal, categorizaram-se os traços fenótipos mais 
frequentemente associados a esta síndrome, usando técnicas de análise de 
conteúdo das informações clínicas. 
De seguida, expõem-se os dados obtidos nos processos individuais de 
cada paciente, comparando-os com os fenótipos considerados característicos 
desta síndrome, seguindo a categorização orientada por McDonalds-McGinn et 
al. (2005). Estes autores referenciam que o diagnóstico da síndrome de 
microdeleção 22q11.2 é suspeito em indivíduos com um conjunto de traços que 
frequentemente incluem as seguintes combinações: cardiopatias congénitas, 
anomalias do palato, hipocalcemia, imunodeficiência celular, dificuldades de 
aprendizagem e dismorfia facial. De seguida, analisaremos cada um destes 
traços fenotípicos comparando a sua frequência nas amostras analisadas, com 
os resultados de um estudo levado a cabo pelos mesmos autores, e que 
envolveu uma população de 250 indivíduos portadores da síndrome de 
microdeleção 22q11.2.  
 
Cardiopatias 
Os defeitos congénitos do coração estão presentes em 74% dos 
indivíduos afectados e são a maior causa de mortalidade (mais de 90% de todas 
as mortes) neste diagnóstico (McDonald-McGinn et al., 2001). Nas amostras 
analisadas apenas 27,8% dos pacientes em que a microdeleção foi detectada 
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apresentam dados que, de forma explícita, referem uma cardiopatia 
efectivamente diagnosticada. No entanto, há que levar em linha de conta que 
cerca de 17% dos casos não há qualquer referência por parte do médico quanto 
a este tipo de patologia. Salienta-se ainda o facto de haver, na maioria dos casos 
(mais de 83%), uma efectiva referência à cardiopatia (seja a sua presença ou 
ausência), o que deixa antever a importância reconhecida entre os profissionais 
de Medicina para a relação estreita entre o fenótipo de cardiopatia congénita e a 
síndrome em análise. 
 
Tabela 11 - Caracterização amostral quanto ao diagnóstico de cardiopatias 










Resultados (frequência) Sem microdeleção 13 10 7 30 
 Detectada microdeleção 12 5 1 18 
Total 25 15 8 48 
 
 
Anomalias do palato 
No presente estudo, apenas são referidos quatro casos de anomalias do 
palato, correspondendo dois deles a pacientes diagnosticados positivamente para 
a microdeleção 22q11.2.  
Levando em conta que 69% dos indivíduos com a microdeleção 22q11.2 
apresentam anomalias do palato, considera-se que no que diz respeito às 
amostras consideradas, seria de esperar encontrar mais referências a tais traços 
fenotípicos, como catalisadores da suspeita da microdeleção em análise. 
 
Dificuldades de aprendizagem 
Nas amostras consideradas, apenas dois casos se referem a dificuldades 
de aprendizagem, sendo que apenas um deles se confirmou a detecção da 
síndrome. Tal situação contrasta com os resultados do estudo de McDonald-
McGinn et al. (2005) que, tal como já foi referido considera este um traço muito 
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frequente, visto que em geral as crianças portadoras apresentam atrasos da 
linguagem e um Q.I. médio de 78.  
 
Dismorfias faciais 
As dismorfias faciais são os principais traços fenotípicos que parecem 
conduzir à suspeita da síndrome de microdeleção 22q11.2, já que foram 
encontrados cerca de 29 casos (em 48 casos) em que tal referência é feita. 
Destes, 13 indivíduos foram considerados efectivamente portadores da síndrome.  
  
 
Tabela 12 - Caracterização amostral quando ao diagnóstico de dismorfias faciais 
 Dismorfia facial 
  
Diagnóstico Total 
Resultado Sem microdeleção 16 30 
  Detectada microdeleção 13 18 
Total 29 48 
 
 
Como podemos facilmente verificar no gráfico seguinte, trata-se do traço 
fenótipo mais referido nas informações clínicas a que houve acesso neste estudo. 
 
Outras Anomalias 
Seguindo ainda os dados de McDonald-McGinn (2005), nas informações 
clínicas consideradas não surgiram quaisquer referências à hipocalcemia e à 
deficiência imunitária, características que tais autores defendem como as mais 
frequentes para a síndrome em causa.   
Analisando ainda o gráfico seguinte, verifica-se que o atraso mental é, 
sem dúvida, também um dos traços fenotípicos que mais vezes parece suscitar a 
suspeita da síndrome em análise. Dos 20 casos referidos, 9 foram efectivamente 
diagnosticas como portadores da síndrome de microdeleção 22q11.2. 
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Figura 20 - Traços fenotípicos que levam à suspeita da síndrome de microdeleção 22q11.2 








































Casos sem Microdelecção detectada Casos com Microdelecção detectada 
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Por outro lado, verifica-se, ainda que o atraso psicomotor (14 referências 
em que 6 são diagnosticadas positivamente para a síndrome em causa) e o 
atraso de crescimento (8 referências em que 3 são diagnosticadas positivamente 
para a síndrome em causa) são traços frequentemente apontados. 
Dos restantes traços fenotípicos referidos como catalisadores da suspeita 
da síndrome de microdeleção 22q11.2, há ainda que referenciar aqueles que 
efectivamente conduziram a resultados positivos para a detecção de tal 
síndrome. São eles: 
 
Tabela 13 - Traços fenotípicos que levam à suspeita clínica de microdeleção 22q11.2 e que efectivamente 
conduziram a alguns resultados positivos 









Anomalias genitais 4 2 2 
Alterações do comportamento 3 1 2 
Trombocitopenia 2 2 0 
Doenças oftalmológicas 2 2 0 
Hérnia umbilical 2 2 0 
Estenose sub-glótica da laringe 1 1 0 
Escoliose 1 1 0 
Hiperlaxidez articular 1 1 0 
Poliartralgias 1 1 0 
Hipoparatiroidismo 1 1 0 
Hábito marfanoide 1 1 0 
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Por outro lado, há ainda que referir os traços que foram apontados e que 
nunca obtiveram, na nossa amostra, resultados positivos para a microdeleção. 
São eles: 
Tabela 14 - Traços fenotípicos que levam à suspeita clínica de microdeleção 22q11.2 e que não conduziram a 
nenhum resultado positivo 






Polimicrogiria 2 0 
Microcefalia 5 0 
Polidactilia 1 0 
Obesidade 2 0 
Baixa estatura 2 0 
Plagiocefalia 1 0 
Artogripose 2 0 
Surdez 1 0 
Craniocinestose 1 0 




Extrofia vesical 1 0 
Paquigíria frontal 1 0 
Epilepsia 2 0 
Macrossomia 1 0 
Sequência de Pierre-Robin   2 0 
Refluxo gastro-exofágico 1 0 
Hipotonia axiocervical 3 0 
Doença psiquiátrica 1 0 
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Os traços fenotípicos que parecem ser melhores indicadores da 
possível detecção positiva da síndrome de microdeleção 22q11.2 
são as disformias faciais, os atrasos mental e psicomotor, as 
cardiopatias e o atraso de crescimento. 
 
 
     
 
             Considerações Finais 
Assim, concluiu-se que a utilização de diferentes sondas (TUPLE1 e 
N25) para a detecção da microdeleção 22q11.2 não parece implicar qualquer 
diferença nos resultados, na medida em que os resultados da análise FISH, 
utilizando a sonda N25, confirmam a detecção negativa da síndrome de 
microdeleção 22q11.2 para as amostras biológicas já consideradas 
anteriormente negativas, aquando da sua testagem com a sonda TUPLE1. A 
mesma confirmação de resultados aconteceu também quando se testaram as 
três amostras diagnosticadas como positivas para a síndrome de microdeleção 
22q11.2 (as amostras confirmadas como positivas com a sonda TUPLE1 
obtiveram exactamente o mesmo resultado quando testadas com a sonda N25).  
Por outro lado, e analisando pormenorizadamente as informações 
clínicas dos pacientes que constituíam as duas populações de amostras 
consideradas, constata-se que os resultados positivos para a microdeleção 
22q11.2 tendem a detectar-se maioritariamente no sexo masculino, na faixa 
etária dos 6 aos 10 anos, em pacientes oriundos da região norte (explicável pela 
localização geográfica do laboratório de referência) e com antecedentes 
familiares de possíveis heranças genéticas.  
Os traços fenotípicos que parecem ser melhores indicadores da possível 
detecção positiva da síndrome de microdeleção 22q11.2 são as disformias 
faciais, os atrasos mental e psicomotor, as cardiopatias e o atraso de 
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crescimento. No entanto, os principais traços fenotípicos que conduzem à 
suspeita de síndrome de microdeleção 22q11.2 são (por ordem decrescente de 
frequência) as dismorfias faciais, o atraso mental, as cardiopatias, o atraso 
psicomotor, o atraso de crescimento e a microcefalia. 
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3. Perspectivas futuras 
Um diagnóstico precoce de alterações na região 22q11.2 afigura-se de 
extrema importância na definição da estratégia clínica e no aconselhamento 
genético de famílias em risco. Na verdade, como as deleções e duplicações em 
22q11.2 surgem normalmente em simultâneo a partir de uma troca 
intercromossómica no subdomínio 22q11.2 durante a meiose, seria de esperar 
que deleções e duplicações nesta região ocorressem aproximadamente com a 
mesma frequência na população. O facto da maioria dos casos publicados 
referenciarem deleções pode dever-se a limitações de resolução da metodologia 
de análise de Citogenética molecular (FISH) usada na detecção das mesmas, em 
metafase. Assim, uma maior resolução do método de análise seria extremamente 
interessante, em termos de diagnóstico precoce de alteração na região 22q11.2. 
Neste sentido, a aplicação da técnica de genética molecular MLPA 
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), que é referenciada como 
tendo uma maior resolução e especificidade que a técnica actualmente aplicada 
(FISH) irá permitir estudar em pormenor a região crítica em causa e esclarecer a 
sua influência na etiologia dos diversos traços fenotípicos associados. (Sellner et 
al., 2004) Aliás, tem sido demonstrado que esta técnica é bem sucedida no 
diagnóstico das deleções da região 22q11.2 (Fernandez et al., 2005). 
As aplicações da técnica de MLPA incluem, entre outras, a detecção de 
deleções ou duplicações de regiões, detecção de trissomias, caracterização de 
anomalias cromossómicas em amostras tumorais. Segundo Jalali (2008), a MLPA 
tem como principais vantagens: 
 
 Permite distinguir sequências que diferem em apenas um único 
nucleotídeo. 
 Existem vários kits comerciais, entre os quais um especifico para a 
detecção da síndrome da microdeleção 22q11.2. Ao contrário do 
efectuado neste estudo, em que se utilizaram apenas 2 sondas, na 
técnica de MLPA utilizam-se cerca de 48 sondas, o que permite 
uma maior probabilidade de hibridização com os genes associados 
a esta síndrome. 
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 É de grande sensibilidade, pois necessita de pequenas 
quantidades de DNA (apenas 20ng de DNA) e o resultado não é 
dependente da quantidade de DNA efectivamente utilizado. 
 
No entanto, esta técnica apresenta também algumas limitações a levar 
em linha de consideração, nomeadamente: 
 O desenvolvimento das sondas é bastante complexo, havendo no 
entanto, já painéis disponíveis para diagnóstico. 
 É uma técnica semi-quantitativa, que não quantifica mosaicos. 
 A presença de mutações ou polimorfismos muito próximos da zona 
de ligação da sonda pode resultar num pico relativamente 
pequeno na apresentação do cromatograma, confundindo com a 
presença de mutações verdadeiramente relacionadas com a 
síndrome. Nestes casos, é necessária confirmação por outros 
métodos (Jalali, 2008). 
  
Comparando com a técnica FISH, as sequências detectadas são 
bastante mais pequenas (aproximadamente 60 nucleotídeos). Em relação a 
outras técnicas, em geral, as reacções MLPA são mais rápidas, mais baratas e 
mais simples (Jalali, 2008). 
Outra abordagem diagnóstica inclui a utilização de array comparative 
genomic hybridization (Array CGH) (Fernandez et al., 2005). 
 Os arrays de DNA, também designados como microarrays ou chips de 
DNA permitem saber que genes são activados ou reprimidos mediante 
determinadas condições do meio. Para tal, é utilizada uma matriz de vidro ou de 
polímeros com milhares de pontos. Cada um desses pontos contém um 
determinado gene ou sequência específica que é devidamente identificada. 
Utilizando amostras com sequências de cDNA, estas vão procurar um match no 
array e hibridizar com os pontos para os quais sejam específicos. Posteriormente 
um sistema de laser e imagens analisadas em computador permitem saber o 
grau de hibridização ocorrido. 
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Os microarrays de DNA são muito vantajosos em relação a outras 
técnicas dado que, em vez de detectarem unicamente um gene, permitem a 
detecção de milhares de genes ao mesmo tempo. Desta forma, evita-se o uso de 
sondas que muitas vezes são inespecíficas e que vão analisar genes sem 
interesse para a investigação. Esta técnica torna-se assim muito mais precisa e 
direccionada, com a vantajosa redução de custos e de tempo, embora requeira 
um considerável investimento inicial. 
Este método permite identificar novas alterações cromossómicas, bem 
como deleções e outro tipo de mutações. Quando se pretende analisar o genoma 
completo, utiliza-se um Array CGH (Array comparative genomic hybridization). 
No entanto, a utilização desta técnica torna-se mais complexa quando se 
utilizam grandes genomas, dificultando a detecção de pequenas deleções ou 
amplificações. Além disso, é sempre necessário ter uma população heterogénea 
de indivíduos onde se possam encontrar células normais. 
É uma técnica eficaz para fazer uma descrição generalizada das 
alterações cromossómicas, contudo a margem de erro aumenta quando se 
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